TACE カッセイ セイギョ ニヨル タンキュウ ブンカ ノ ケッテイ by Hiasa, Masahiro
TACE活性制御による単球分化の決定
日浅　雅博
キーワード：TACE，TIMP3，骨髄間質細胞，樹状細胞，多発性骨髄腫
Determination of a Differentiation Fate of Monocytes by the TACE Activity
Masahiro HIASA
Abstract：Multiple myeloma (MM) almost exclusively expands in the bone marrow and generates 
devastating bone destruction. We recently reported that GM-CSF and IL-4, an inducer of dendritic cell 
(DC) differentiation, up-regulate TNFα converting enzyme (TACE) expression in monocytes to cleave 
their surface M-CSF receptor (M-CSFR), which drastically disrupts osteoclastogenesis. Because 
TACE activity is inhibited by TIMP3, we explored the expression of TIMP3 and its role in monocyte 
differentiation into osteoclasts and DCs in MM. Bone marrow stromal cells (BMSCs) secreted a large 
amount of TIMP3 protein whose production was further enhanced by IL-6 and TGFβ over-produced 
in MM bone lesions. BMSCs potently suppressed GM-CSF and IL-4-induced DC differentiation 
and resumed osteoclastogenesis from monocytes along with the suppression of surface M-CSFR and 
RANK shedding on monocytes. TIMP3 knockdown in BMSCs by TIMP3 siRNA enhanced M-CSFR 
shedding in monocytes in the presence of BMSCs and resumed GM-CSF and IL-4-mediated DC 
differentiation from monocytes, suggesting monocyte differentiation skewed by BMSC-derived 
TIMP3. These results suggest that TIMP3 over-produced in MM bone marrow microenvironment 
restores surface M-CSFR on monocytes to facilitate their downstream signaling, which causes 
extensive bone destruction and impaired DC differentiation in MM. TIMP3 may therefore become a 
novel target in the treatment of MM bone disease.
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多発性骨髄腫
　多発性骨髄腫（Multiple Myeloma）は，B細胞から分
化した形質細胞の腫瘍で，その産物である単クローン
性免疫グロブリンおよび骨髄腫細胞によって産生される
種々のサイトカイン・ケモカインにより，貧血を主とす
る造血障害・疼痛や高カルシウム血症を引き起こす。そ
の臨床症状は溶骨性病変の形成・腎障害などの臓器障
害，易感染性など多岐にわたる 1-3）。我が国での多発性
骨髄腫の10万人あたりの推計罹病率は，男性2.2，女性
1.7と推計されており，年齢階級別罹病率をみると，34
歳までの若年者では発症は認められず，50歳以降で５
歳ごとに，その年齢階級より約50％増加し，85歳以上
で最も高い。そのため，高齢化社会をむかえる我が国に
おいては，今後の患者数増加が予測されている 4）。
　多発性骨髄腫の治療には，メルファランとプレドニゾ
ロンによるMP療法やシクロホスファミドとプレドニゾ
ロンによる CP療法，ビンクリスチン，ドキソルビシン，
デキサメタゾンによる VAD療法などの化学療法が適用
されている。しかし，治療中，多くの症例でこれら薬剤
に対する薬剤耐性を腫瘍細胞が獲得することが問題点と
されている。また，適応がある症例では自家造血幹細胞
移植が行われている 1, 3, 4）。
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　さらに，補助療法として疼痛緩和と腫瘍減量を目的
とした放射線療法や，溶骨性骨病変や，これに伴う高カ
ルシウム血症に対し，抗破骨細胞療法としてビスホスホ
ネート製剤が用いられる。ビスホスホネート製剤は，ア
デノシン三リン酸（ATP）の競合的阻害やメバロン酸経
路の遮断により，破骨細胞にアポトーシスを誘導し骨吸
収を抑制するため，溶骨性骨病変を有する骨髄腫患者に
ビスホスホネート製剤による治療が推奨されている。し
かしながら，ビスホスホネート製剤と抜歯を含む侵襲的
歯科治療に伴う顎骨壊死の関連についての注意勧告は記
憶に新しい 4-7）。そのため，ビスホスホネート製剤投与
開始前に歯科検診を受け，投与後は予防的歯科処置や口
腔衛生状態を良好に保つなど，多発性骨髄腫治療におけ
る歯科医療の重要性が問われる。
　予後は症例により様々であるが，平均生存期間は３～
４年である。このように，治療が困難であり予後も望ま
しくないことから，本症に対する新規治療の開発が急務
とされている。近年，本邦においてもプロテアソーム阻
害剤ボルテゾミブや，サリドマイドおよびサリドマイド
誘導体レナリドマイドと相次いで認可され治療薬として
使用されていることからも，多発性骨髄腫の治療の困難
さや現況が読み取れる 4, 8-11）。
多発性骨髄腫の形成する骨髄微小環境
　このような多発性骨髄腫の治療を困難とさせている
原因に，骨髄腫細胞と骨髄を構成する細胞群とで形成
される特異な微小環境の存在が考えられている 12, 13）。
骨髄腫はその前段階であるMonoclonal Gammopathy of 
Undetermined Significance（MGUS）から，骨破壊病変を
形成する骨髄腫へと進展すると骨髄微小環境は大きく変
化する。骨破壊病変部では，骨髄腫細胞の増殖が活発に
行われる。その栄養路確保のため，骨随内の血管新生が
誘導されるとともに，破骨細胞形成が亢進し旺盛な骨吸
収が誘導され腫瘍が進展する 14）。
　破骨細胞の形成・機能の調節には骨髄間質細胞の
発現する破骨細胞分化因子である Receptor Activator of 
Nuclear Factor Kappa B Ligand（RANKL）とそのおとり
受容体である Osteoprotegerin（OPG）が関与する 15, 16）。
広範な骨破壊病変を認める骨髄腫患者では，骨髄間質
細胞の RANKL発現が亢進し OPGの発現が低下して
おり，骨髄腫細胞の産生する CCケモカインである
Macrophage Inflammatory Protein（MIP）-1αやMIP-1βは
骨髄間質細胞の RANKL発現を亢進する主要な骨吸収促
進因子と示唆されている 17, 18）。
　骨髄腫においては，このような骨吸収の増加に加
え骨形成の低下が認められる。骨髄腫細胞の産生する
canonical Wnt経路の可溶性阻害因子 Dickkopt（DKK）-1
や secreted Frizzled-Related Protein-2，および骨吸収の亢
進により骨組織より放出され活性化した TGFβ等が骨
芽細胞の分化や数の低下，骨形成機能の抑制に関与す
る 19, 20）。このような骨芽細胞抑制に呼応し骨芽細胞前駆
細胞である骨髄間質細胞が，骨髄腫細胞と破骨細胞との
間に多く介在した骨髄腫患者の組織像では観察される。
さらに，骨髄間質細胞は IL-6，IGF-1，VEGFなどのサ
イトカインや成長因子，さらに VLA-4や CD44等の接着
分子を介し，骨髄腫細胞の活性化や増殖をもたらすとと
もに，抗癌剤によるアポトーシスを回避することが報告
されている 13, 21, 22）。
　このように骨髄腫細胞は自らが骨病変部に誘導する破
骨細胞，骨髄間質細胞等と密接な相互作用を営み自身に
好適な環境を形成し，さらには T細胞，NK細胞や樹状
細胞などの免疫担当細胞の機能低下も相まって旺盛に増
殖する悪循環を形成する。
樹状細胞分化と多発性骨髄腫
　樹状細胞は，その豊富な抗原提示能から免疫の中心的
役割を担うと考えられており，近年これを利用した癌に
対する免疫療法が期待されている 23）。樹状細胞は，その
分化の起源を破骨細胞と同じく単球系由来としており，
その分化は一方が促進すれば他方が抑制されるといった
互いに相補的な関係をとる。臨床的にも，骨破壊性病変
を形成する多発性骨髄腫の骨髄微小環境では破骨細胞の
分化亢進とともに樹状細胞の機能の低下を認め，腫瘍免
疫の低下・易感染性の原因と考えられている 24）。
　破骨細胞はMacrophage Colony Stimulating Factor（M-CSF）
と RANKLにより，樹状細胞は Granulocyte Macrophage 
Colony Stimulating Factor（GM-CSF）と IL-4や IL-3等に
より，同一の前駆細胞である単球より分化誘導される
ことが知られる 23, 25）。しかしながら，これら破骨細胞と
樹状細胞の分化の振り分けについては詳細な機構が解明
されていなかった。我々はこれまでに破骨細胞・樹状細
胞の新たな分化調節機構として，単球に対し樹状細胞分
化誘導因子である GM-CSFと IL-4は蛋白分解酵素であ
る TNFα Converting Enzyme（TACE）を活性化すること，
活性化された TACEは単球のM-CSF受容体（M-CSFR）
を切断することにより，破骨細胞分化に必須のM-CSF
シグナルを遮断することで破骨細胞分化を抑制し，樹状
細胞分化を誘導することを示した 26）。
　TACEは膜結合型として合成される TNFα，β-APP，
TGFα，L-セレクチン等を細胞外で切断・遊離（shedding）
する多機能酵素であり，炎症性疾患，アルツハイマー
病や白血球のローリング・浸潤に関与する可能性が指摘
されている 27）。その活性を直接制御する因子については
不明のままであったが，近年 Tissue Inhibitors of Matrix 
Metalloproteinase 3（TIMP3）が TACEを効果的に抑制す
る因子としての機能をもつことが見いだされ脚光をあび
ている 28）。そこで TACEを中心とした破骨細胞・樹状細
胞分化制御機構に対して，骨髄微小環境を構成する細胞
群と TIMP3の担う役割を明らかとし，多発性骨髄腫の
形成する骨髄微小環境や免疫抑制の病態解明を行うこと
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を研究目的とした。
骨髄間質細胞は樹状細胞分化を抑制する
　多発性骨髄腫の樹状細胞抑制のメカニズムを解明する
ため，まず骨髄微小環境の主要な構成成分である骨髄間
質細胞と骨髄腫細胞，およびその協調作用の樹状細胞分
化への影響を検討した。GM-CSFと IL-4による CD14+ 
ヒト単球からの CD14- CD1a+樹状細胞分化は，骨髄腫
細胞株 U266との共培養にて64％から51％と軽度減弱さ
れ，骨髄間質細胞との共培養では13％と強力に抑制さ
れた。さらには，骨髄腫細胞と骨髄間質細胞と両方と共
培養することで CD14- CD1a+樹状細胞は２％とほぼ完
全な抑制を認めた（図１Ａ）。
　樹状細胞分化の抑制因子の一つに前述のM-CSFシグ
ナルが考えられている。そこで次に，この骨髄間質細胞
による樹状細胞分化抑制がM-CSFシグナルに依存して
いるかどうかをM-CSFR FcによるM-CSFシグナルのブ
ロックを行い検討した。結果，骨髄間質細胞との共培養
により単球からの CD14- CD1a+樹状細胞分化は47％か
ら10％に減弱するところ，M-CSFR FcによるM-CSFシ
グナルのブロックにより23％まで回復を示した（図１
Ｂ）。
　これらの結果，多発性骨髄腫における樹状細胞分化の
抑制には，骨髄間質細胞が特に重要な役割を担い，その
抑制効果は骨髄腫細胞により増強されうること，さらに
骨髄間質細胞による樹状細胞分化の抑制のメカニズムの
一部にM-CSFシグナルが関与することが明らかとなっ
た。
間質細胞は単球のM-CSFR発現を亢進する
　我々は GM-CSFと IL-4は TACEの活性化を介し単球
のM-CSFRを sheddingすることでM-CSFシグナルを遮
断することを報告した。しかしながら，GM-CSFと IL-4
による樹状細胞分化が骨髄間質細胞との共培養下では
抑制され，M-CSFシグナルがそのメカニズムの一翼を
担うことが示唆されたため，骨髄間質細胞による単球の
M-CSFR発現への影響を確認した。
　単球表面のM-CSFR発現をフローサイトメトリーで
解析したところ，単球表面のM-CSFR発現は骨髄間質
細胞との共培養により発現上昇を認めた（図２Ａ）。こ
の発現増強のメカニズムを明らかにするため，遺伝子発
現の変化について Real-time PCRで解析すると，単球は
骨髄間質細胞との共培養によってM-CSFRの mRNA発
現が増強されることがわかった（図２Ｂ）。次いで，骨
随間質細胞のM-CSFRの sheddingへの影響について培
養上清中の可溶性M-CSFRの定量を ELISA法にて評価
図１　骨髄間質細胞は樹状細胞分化を抑制する
（Ａ）樹状細胞分化のフローサイトメトリー解析。骨髄腫細胞株（U266）および骨髄間質細胞（stroma）
の存在下，非存在下にてヒト CD14+単球を GM-CSFと IL-4で刺激し５日間培養を行った。
（Ｂ）骨髄腫細胞株と骨髄間質細胞による GM-CSFと IL-4誘導性樹状細胞分化抑制に対するM-CSFR 
Fcの効果。
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すると，骨随間質細胞との共培養にて培養上清中の可溶
性M-CSFRの濃度は低下を示した（図２Ｃ）。これらの
結果，間質細胞によってもたらされるM-CSFRの発現
上昇には遺伝子発現の上昇と sheddingの抑制の双方が
関与することが示唆された。
　この骨髄間質細胞による単球のM-CSFR発現上昇の
メカニズムの解明のため，まず，多発性骨髄腫の病態
形成・腫瘍進展に関与する重要な増殖性サイトカインの
M-CSFRの発現に対する影響について Real-time PCRで
検討したところ IL-6 および TGFβの添加により，単球
のM-CSFR mRNA発現上昇を認めた（図２Ｄ）。この結
果，間質細胞による単球のM-CSFRの遺伝子発現上昇
に IL-6および TGFβの関与が示唆された。
骨髄間質細胞は TIMP3を産生し単球の
M-CSFRの shedding を抑制する
　骨髄間質細胞による単球のM-CSFRの sheddingの抑
制機序についてさらなる検討を行った。単球のM-CSF
受容体は TACEにより sheddingを受けることから，単
球の TACE活性が骨髄間質細胞により抑制されている
可能性が考えられる。そこで TACEの内因性阻害因子で
ある TIMP3が骨髄間質細胞で発現しているかどうかを
RT-PCRで検討したところ，骨髄間質細胞では TIMP3の
発現が恒性的に認められた。一方，TIMP3の発現は単球
ではわずかに，骨髄腫細胞株では全く認められなかった
（図３Ａ）。また TIMP3が可溶性因子として骨髄間質細
胞から産生され影響しているかどうかを考慮し，培養上
清中に産生される TIMP3の濃度を ELISA法で測定した。
その結果，単球，骨髄腫細胞では可溶性 TIMP3は検出で
きなかったが，間質細胞からは可溶性 TIMP3産生が豊
富に認められた（図３Ｂ）。興味深いことには，TIMP3
の間質細胞からの産生量は骨髄腫骨髄中に豊富に存在す
る TGFβによって増強されることが明らかとなった。
　次に骨髄間質細胞が産生する TIMP3が単球の
M-CSFRの sheddingに対しどのような影響をもたら
すかを，骨髄間質細胞の TIMP3の発現を siRNAにて
図２　間質細胞は単球のM-CSFR発現を亢進する
（Ａ）単球表面のM-CSFRの発現のフローサイトメトリー解析。グレー：ネガティブコントロール，黒：骨髄
間質細胞と非共培養時，赤：骨髄間質細胞との共培養時。
（Ｂ）Real-time PCR法による骨髄間質細胞との共培養時の単球M-CSFR mRNA発現解析。
（Ｃ）ELISA法による骨髄間質細胞との共培養時の培養上淸中の可溶性M-CSFR（sM-CSFR）の濃度解析。
（Ｄ）Real-time PCR法による各種サイトカインの単球M-CSFR mRNA発現に及ぼす影響の解析。
（＊p < 0.01）
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ノックダウンを行い，単球表面のM-CSFR発現と培
養上清中の可溶性M-CSFR濃度を比較することで検討
した。単球を GM-CSFと IL-4で刺激すると単球表面
のM-CSFRは発現が低下し，逆に培養上清中の可溶性
M-CSFRは濃度上昇を認め，旺盛なM-CSFRの shedding
が確認される。しかし，control siRNAを遺伝子導入し
た骨髄間質細胞と共培養を行うと，単球表面のM-CSFR
は発現が回復し培養上清中の可溶性M-CSFRは濃度が
低下することから，単球のM-CSFRの sheddingの抑制
が認められた。ところが，TIMP3の発現を siRNAにて
ノックダウンした骨髄間質細胞と共培養を行った場合で
は，培養上清中の可溶性M-CSFRの濃度低下や単球表
面のM-CSFRの発現の回復はあまりみられず，単球の
M-CSFRの sheddingの抑制は認められなくなった（図３
Ｃ，Ｄ）。
骨髄間質細胞の産生する TIMP3は
樹状細胞分化を抑制する
　骨髄間質細胞の TIMP3を抑制すると，単球の
M-CSFRの sheddingが回復したため，次に骨髄間質細胞
の TIMP3が樹状細胞分化に及ぼす影響を同じく siRNA
を用いた実験で検討した。すると，CD14- CD1a+樹状
細胞分化は control siRNAを遺伝子導入した骨髄間質細
胞との共培養では12％に減少するが，TIMP3 siRNAを
遺伝子導入した骨髄間質細胞との共培養では12％から
31％へと回復を示した（図３Ｅ）。このことから骨髄間
質細胞による樹状細胞分化抑制には，骨髄間質細胞が産
生する TIMP3が単球の TACE活性を抑制しM-CSF受容
体の sheddingを抑制することで部分的に関与すること
が考えられた。
図３　骨髄間質細胞は TIMP3を産生し単球のM-CSFRの sheddingをを介し樹状細胞分化を抑制する
（Ａ）RT-PCR法による骨髄間質細胞，単球（monocyte），骨髄腫細胞株（RPMI8226，U266，INA-6，MM.1S，
KMS12-BM）の TIMP3 mRNA発現解析。
（Ｂ）ELISA法による各細胞の培養上淸中の可溶性 TIMP3の濃度解析。SB：TGFβ type I receptor kinase inhibitor
（SB431542）
（Ｃ）ELISA法による TIMP3 siRNAの骨髄間質細胞への遺伝子導入による培養上淸中の可溶性M-CSFR（sM-
CSFR）の濃度への影響の解析。
（Ｄ）TIMP3 siRNAの骨髄間質細胞への遺伝子導入による単球表面のM-CSFR発現への影響のフローサイトメ
トリー解析。
（Ｅ）TIMP3 siRNAの骨髄間質細胞への遺伝子導入による樹状細胞分化への影響のフローサイトメトリー解析。
（＊p < 0.01）
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考察・まとめ
　多発性骨髄腫での腫瘍進展に伴う免疫抑制と樹状細胞
の数や分化，機能の低下との相関については，臨床知見
より明らかとなっている。この原因として，これまで腫
瘍細胞の産生する IL-6や TGF-β等のサイトカインが直
接的に免疫担当細胞に作用することを中心に研究がなさ
れてきた 29, 30）。しかし，細胞同士の相互作用にはサイト
カイン，成長因子等の液性因子のみならず，細胞自身の
有する酵素による proteolyticなシグナル伝達制御が関与
する徐々に明らかとなってきている。このような酵素は
A disintegrin metalloprotease（ADAM）ファミリーとし
て知られているおり，TACEはこの ADAMファミリー
の代表的酵素である。本研究で着目した TIMP3は，こ
の TACEの活性制御を担う因子であり，炎症をコント
ロールする中心的な因子の一つである。過去の報告では
TIMP3は可溶体としてはほとんど存在せず，細胞外マト
リックスと結合して沈着するとの報告もある 31）。しかし
ながら，本研究において TIMP3は可溶体として培養上
清中に検出された。そのため，検出された TIMP3が何
らかの修飾を受けて可溶体として存在するのか，もしく
は過剰産生によって行き場を失ったためなのか，この点
のさらなる検討が必要である。
　これまで TIMP3の骨代謝における役割については未
だ不明な点が多く，こと多発性骨髄腫における骨破壊
病変での機能，樹状細胞分化・破骨細胞分化における
役割についての知見は皆無であった。本研究では骨髄間
質細胞は IL-6，TGFβによる遺伝子レベルでの発現上昇
に加え，TIMP3による sheddingの抑制を介して前駆細
胞である単球表面のM-CSF受容体の発現を強く増強す
ることにより，樹状細胞分化を抑制することを明らかと
した。このことは，骨髄腫骨病変部での病態の腫瘍免疫
能の低下のメカニズムの一つと考えられる。さらに，骨
髄間質細胞は骨髄腫細胞との共存により RANKLの発現
を亢進し破骨細胞を活性化する。旺盛な骨吸収に伴い
TGFβは骨から放出され，骨髄間質細胞の TIMP3の産生
亢進に寄与すると考えられ，抑制された樹状細胞前駆細
胞は破骨細胞へと誘導され骨病変形成の悪循環を生むと
示唆された。
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